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PROTEOLITIČNO PROCESIRANJE RECEPTORJA ZA UROKINAZNI 
AKTIVATOR PLAZMINOGENA S CISTEINSKIMI KATEPSINI 
POVZETEK 
Za boljše prognoze rakavih obolenj je ključno razumevanje molekularnobioloških bolezenskih 
procesov. V magistrski nalogi smo proučevali proteolitično interakcijo proteina uPAR in 
zunajceličnih katepsinov, kar bi lahko imelo velik vpliv na napredovanje in metastaziranje 
raka. Da bi identificirali cepitveno mesto katepsina na proteinu uPAR, smo zanj pripravili cDNA 
konstrukt, kateremu smo dodali zapis za reporterski peptid. Fuzijski protein smo izrazili v 
človeških celičnih linijah MDA-MB-231, HEK-293 in HeLa. Transficirane celice HeLa, ki so od 
vseh celic izražale največjo količino fuzijskega proteina, smo obdelali s cisteinskimi katepsini 
K, L in S. Ugotovili smo, da vsi odcepijo ektodomeno uPAR. Od testiranih katepsinov je uPAR 
najbolj učinkovito cepil katepsin S. S tandemsko masno spektrometrično analizo smo določili 
cepitveni mesti D299 in Q301, ki sta posledica katepsina S. Cepitveni mesti se ujemata z velikostjo 
odcepljene ektodomene uPAR, ki smo jo zaznali z imunološko detekcijo. Po primarni strukturi 
ustrezata znani proteolitični specifičnosti katepsina S, njun položaj na terciarni struktur 
proteina uPAR pa pokaže, da se nahajata na sterično dostopni regiji. 
 





PROTEOLYTIC PROCESSING OF UROKINASE PLASMINOGEN ACTIVATOR 
RECEPTOR WITH CYSTEIN CATHEPSINS 
ABSTRACT 
The key for achieving a better outcome in cancer patients is a better understanding of cancer's 
molecular biology. In this master's thesis we investigated the proteolytic interaction of the 
uPAR protein and extracellular cathepsins, which could play a role in cancer progression and 
metastasis. To determine the cathepsin cleavage site on the uPAR protein, the cDNA fragment 
for uPAR was cloned and the reporter peptide was added to it. The fusion protein was 
expressed in MDA-MB-231, HEK-293 and HeLa human cell lines. The transfected HeLa cells, 
which were expressing the most uPAR of all tested cell lines, were treated with cysteine 
cathepsins K, L and S. We determined that all the cathepsins cleaved uPAR's ectodomain, with 
the most active cathepsin being cathepsin S. Via a tandem mass spectrometric analysis, we 
determined cathepsin S cleavage sites D299 and Q301 on the uPAR. The cleavage sites are in 
accordance with ectodomains masses obtained by immunological detection. According to 
uPAR's primary structure, the cleavage sites are in accordance with cathepsin S's proteolytic 
specificity and according to uPAR's tertiary structure, the cleavage sites are sterically 
accessible. 
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SEZNAM UPORABLJENIH KRATIC IN SIMBOLOV 
ABC amonijev bikarbonat 
AP1 aktivacijski protein 1 
APS amonijev persulfat 
bp bazni par 
CAM kokošja horioalantična membrana 
cat katepsin 
cDNA komplementarna DNA 
DMSO dimetil sulfoksid 
DNA deoksiribonukleinska kislina 
dNTP deoksinukleozid trifosfat 
DTT ditiotreitol 
EDTA etilendiamintetraocetna kislina 
EGFR receptor epidermalnega rastnega faktorja 
ERF epidermalni rastni faktor 
FAK fokalna adhezijska kinaza 
FDR lažno stopnjo odkritja 
FPRL1 formil peptidnemu receptorju podoben protein 1 
FRET Försterjev oz. flurescenčni resonančni energijski prenos 
GPI glikozilfosfatidilinozitol 
GPI-PLD za glikozilfosfatidilinozitol specifična fosfolipaza D 
HCD visokoenergijska disociacija s trčenjem 
HEPES 4-(2-hydroksiethil)-1-piperacinetansulfonska kislina 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
IFNγ interferon gama 
IL-1 interlevkin 1 
IL-2 interlevkin 2 
LB lysogeny broth 
LBA  lysogeny broth z ampicilinom 
LC-MS tekočinska kromatografija - masna spektroskopija 
LRP receptorju sorodnim proteinom lipoproteinov nizke gostote 1  
MMP  matrične mataloproteaze 
MQ ultra čista voda 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina 




MS2 tandemska masna spektrometrija 
NaDS natrijev dodecilsulfat 
NaDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
PAI-1 inhibitor plazminogenskega aktivatorja 1 
PAI-2 inhibitor plazminogenskega aktivatorja 2 
PBS fosfatni pufer z NaCl 
PBST fosfatni pufer z NaCl in s tweenom 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
PI-PLC fosfoinozitidna fosfolipaza C 
PLAUR aktivator plazminogena, receptor za urokinazo 
PMA tetradekanoilforbol acetat 
R PIC reagent kompleksov zaviralcev proteaz 
suPAR topen receptor urokinaznega plazminogenskega aktivatorja 
TAE tris, etanojska kislina in etilendiamintetraocetna kislina 
TCR T-celičnega receptorja  
TEMED tetrametiletilendiamin 
TNFα dejavnik tumorske nekroze alfa 
tPA tkivni aktivator plazminogena 
UL Univerza v Ljubljani 
uPA urokinazni aktivator plazminogena 
uPAR receptor za urokinazni aktivator plazminogena 






alanin Ala A 
arginin Arg R 
asparagin Asn N 
asparaginska kislina Asp D 
cistein Cys C 
fenilalanin Phe F 
glicin Gly G 
glutamin Gln Q 
glutaminska kislina Glu E 
histidin His H 
izolevcin Ile I 
levcin Leu L 
lizin Lys K 
metionin Met M 
prolin Pro P 
serin Ser S 
tirozin Tyr Y 
treonin Thr T 
triptofan Trp W 







Rak je posledica kombinacij genetskih in epigenetskih celičnih sprememb. V procesu 
imunskega preurejanja (ang. immunoediting) preživijo preferenčno manj imunogene celice, ki 
razvijejo mehanizme odpornosti [1]. Posledica je nekontrolirana rast rakavih celic. 
 Večina obolelih umre zaradi tvorbe metastaz. Metastaziranje se zgodi, ko rakave celice 
iz mesta primarnega tumorja skozi limfo in kri kolonizirajo sekundarno mesto v drugem 
organu [2]. Petletna stopnja preživetja za paciente brez metastaz je med 80 in 90 %, medtem 
ko je za paciente z metastazami le 10 do 20 % [3]. Metastaziranje je obenem razlog za 90 % 
smrti zaradi raka in ena osnovnih značilnosti rakave celice [2,4]. 
 Pomemben pogoj za tvorbo metastaz je proteolitična razgradnja zunajceličnega 
matriksa [5]. Zunajcelični matriks je ogrodje med celicami, katerega sestavljajo proteini in 
polisaharidi. Izločajo in organizirajo ga celice, zunajcelični matriks pa jim nudi fizično podporo 
za sestavo tkiv. Večstopenjski proces metastaziranja se začne, ko rakave celice pridobijo 
zmožnost invazije zunajceličnega matriksa, ki jim predstavlja fizično oviro, hkrati pa je tudi 
potreben za premikanje celic [5,6]. Nastanek raka spremeni biokemično ravnovesje 
organizma, kar se odrazi v prisotnosti številnih proteinskih markerjev v krvi in urinu. Med 
drugimi lahko opazimo tudi receptor za urokinazni aktivator plazminogena (uPAR ang. 
urokinase plasminogen activator receptor, poznan tudi kot receptor za urokinazo in CD87). 
uPAR namreč sodeluje pri razgradnji zunajceličnega matriksa, saj aktivira plazminogen, ki nato 
aktivira še druge zunajcelične proteaze, katerih substrat je tudi sam. Kot proteinski marker je 
bil uPAR identificiran v krvni plazmi pri pojavnosti pljučnega raka [7], slabi prognozi raka 
dojke [8] ter slabi prognozi raka debelega črevesa in danke [9]. Z obratnim prepisovanjem in 
verižno reakcijo s polimerazo pa je mRNA za uPAR bil identificiran kot marker za 
metastaziranje raka ne želodcu v krvi iz perifernih ven [10] in metastaziranja za raka mehurja 
iz biopsije rakavega tkiva [11]. 
 
1.2 VLOGA RECEPTORJA ZA UROKINAZNI AKTIVATOR PLAZMINOGENA PRI 
RAKU 
1.2.1 SISTEM UPA 
uPAR je del sistema uPA, ki ga sestavlja pet serinskih proteaz, modulatorjev aktivnosti 
plazmina. Plazmin je ključen za aktivacijo MMP-jev ter razgradnjo komponent zunajceličnega 
matriksa in tako skrbi za razgradnjo fibrinskih krvnih strdkov (fibrinolizo) [6,12]. Plazmin 
lahko aktivirata (i) tkivni aktivator plazminogena (tPA), ki se izraža le v endoteliju žil, in 




tkivih v pro-obliki, v zrelo obliko pa ga ob vezavi cepi (iii) uPAR in pericelično lokalizira 
proteolizo [12,13]. Fibrinolizo negativno regulirata (iv in v) serpinska inhibitorja 
plazminogenskega aktivatorja 1 in 2 (PAI-1 in PAI-2; poznana tudi kot serpin E1 in 
serpin B2) [14]. PAI-1 se izraža v vseh tkivih, PAI-2 pa le v posteljici ob nosečnosti. Inhibitorja 
delujeta z vezanjem katalitičnega mesta uPA ali tPA in tako preprečita nastanek fibrina 
(slika 1) [15]. Poleg tega mehanizma lahko inhibitorja kovalentno vežeta kompleks uPAR-uPA, 
nov kompleks pa se internalizira z receptorju sorodnim proteinom lipoproteinov nizke gostote 
1 (LRP1 ang. low density lipoprotein receptor-related protein 1) v lizosom. Kompleks uPA-PAI-
1 se v lizosomu razgradi, uPAR pa reciklira [16]. 
 
 
Slika 1: uPA-sistem v fiziološki vlogi fibrinolize [14]. 
 
 V živalskem modelu revmatoidnega artritisa miš z izbitim genom za uPA ne more 
odstraniti fibrina iz prizadetih sklepov, je pa zanimivo, da takšne miši ne kažejo hujših motenj 
strjevanja krvi [17]. Tako je zaradi tPA, ki v srčnožilnem predelu nadomesti uPA. Pri miših z 
izbitima genoma za uPA in tPA pa se pojavijo resne motnje strjevanja krvi v skladu s tistimi, ki 
jih kažejo miši z izbitim genom za plazmin [13]. Aktivacija plazminogena je torej odvisna od 
tPA in uPA. Velja še omeniti, da miši z izbitima genoma za uPAR in tPA lahko zadostno 
odstranjujejo fibrin iz večine tkiv razen jeter [13]. To kaže, da je aktivacija pro-uPA z uPAR na 
površini celice pomembna le za nadzorovanje fibrinolize v jetrih [12]. uPAR ima torej le manjšo 
vlogo pri fiziološkem procesu fibrinolize, a ga kljub temu s proteolizo povratno deaktivirajo 




proteolitična aktivnost na površini celice, tako pa možnost, da take celice prehajajo fizične 
ovire kot so zunajcelični matriks, stiki zunajceličnega matriksa s celicami in bazalne 
membrane [20]. Pri večini vrst raka je uPAR povišano izražen tako pri čvrstih tumorjih kot pri 
levkemijah in limfomih [6]. 
 uPAR je večdomenski glikoprotein, ki sestoji iz verige 283 aminokislin in ima 
molekulsko maso 50–60 kDa. Sestavljen je iz treh Ly-6 antigen/uPAR (LU) domen DI, DII in DIII. 
Prvo in drugo domeno povezuje 14 aminokislin dolg povezovalec. Vsaka LU domena se zvije v 
globularno strukturo petih do šestih β antiparalelnih ploskev s štirimi do petimi disulfidnimi 
vezmi [6]. Z glikozilfosfatidilinozitolnim (GPI) sidrom je uPAR z zadnjo aminokislino glicina na 
C-terminalnem koncu (Gly305) lokaliziran na celično membrano [21]. Vse domene so 
odgovorne za močno vezavo N-končnega dela uPA [12]. uPAR ima vezavno mesto za 
vitronektin na domeni D1 in povezovalcu [22], vezava pa je termodinamsko ugodnejša ob 
predhodni vezavi uPA [23]. 
 uPAR kodira gen PLAUR na lokusu 19q13.31 in se izraža v pro-obliki. Na N-končnem 
delu ima 22 aminokislinskih ostankov dolg signalni peptid, na C-končnem delu pa 30 
aminokislinskih ostankov dolg propeptid. V majhnih količinah se izraža v endotelijskih celicah 
in krvničkah, izražanje pa se poveča ob stimulaciji s TNFα (ang. Tumor Necrosis Factor Alpha), 
IFNγ (ang. Interferon Gamma), IL-1 ali IL-2 (interlevkin). V majhnih količinah se izraža tudi v 
mirujočih T-celicah, izražanje pa se hitro poveča ob vezavi T-celičnega receptorja (TCR) ali 
aktivaciji s tetradekanoilforbol acetatom (PMA) [24]. V fiziološki vlogi je njegovo izražanje 
omejeno na preoblikovanje zunajceličnega matriksa, npr. gestacijskega tkiva ob začetku 
nosečnosti, in med celjenjem ran pokožnice v keratinocitih [6,25]. Na vlogo pri vnetnem in 
imunskem odzivu kaže močno povišano izražanje uPAR-ja med aktivacijo in diferenciacijo 
levkocitov [26]. Prav tako je njegovo izražanje povišano ob stresu in poškodbah, npr. v 
ledvicah, med proteinurijo in v centralnem živčnem sistemu po ishemiji ali travmi. Skladno s 
tem miši z izbitim genom za uPAR kažejo fenotipe kot napake pri aktivaciji levkocitov v 
modelih bakterijske pljučnice, izboljšanje vnetne proteinurije in zmanjšanje poškodbe 
možganov v modelu cerebralne ishemije [24,27–29]. Miši z izbitim genom za uPA teh fenotipov 
ne kažejo, kar kaže na signaliziranje neodvisno od sistema uPA [6]. 
 Kljub dobro reguliranemu izražanju celična koncentracija uPAR ne korelira s 
koncentracijo mRNA [30,31]. To kaže na regulacijo po prepisovanju ali prevajanju [32]. Ob 
cepitvi s proteazo in sprostitvi domene ali celotnega proteina s površine celice govorimo o 
tvorbi topnega uPAR (suPAR, ang. soluable uPAR). Wilhelm in sod. so določili, da za 
glikozilfosfatidilinozitol specifična fosfolipaza D (GPI-PLD, ang. glycosylphosphatidylinositol-
phospholipase D) odcepi GPI-sidro od uPAR in sprosti suPARI-III [33]. C-končni del uPAR, kjer je 




phosphoinositide phospholipase C) ter tudi sprostita suPARI-III [32,34]. Proteoliza in tvorba 
suPAR se lahko zgodi tudi v regiji povezovalca med domenama DI in DII, da nastane suPARI in 
suPARII-III ali suPARI in uPARII-III. Reakcijo katalizirajo encimi uPA, plazmin, katepsin G, 




Slika 2: Tvorba različnih oblik suPAR [32]. 
 
1.2.2 SIGNALIZIRANJE 
Kljub odsotnosti transmembranske strukture lahko uPAR inducira celično signalizacijo [6]. Ker 
se obarja skupaj z integrini in signalnimi molekulami, ki jih povezujemo z integrini (FAK in Src), 
so že Bohuslav in sod. posumili na koordinirano vlogo in kompleks uPAR-integrin označili za 
celično napravo za migracijo celic [36]. Človeških integrinov je 24 različnih nekovalentnih αβ-
heterodimerov. Vsaka od podenot α in β sestoji iz velikega zunajceličnega dela iz večih domen, 
transmembranske domene in kratke citosolne domene. Podenota β ob vezavi proteinov na 
citosolnem delu spremeni konformacijo in tako narekuje afiniteto vezave liganda [6]. 
Signalizacijski kompleks, ki se tvori ob vezavi liganda na citosolni domeni integrina pa določa 
celični odziv. Integrini torej določajo specifičnost signaliziranja. 
 Xue in sod. so s Försterjevim oz. fluorescenčnim resonančnim energijskim prenosom 
(FRET, ang. Förster/fluorescence resonance energy transfer) pokazali neposredno bližino in 
integracijo uPAR-ja z integrinoma β1 ter β3, kar je potrdilo še nekaj raziskav [37,38], nekatere 
študije pa neposredne interakcije niso uspele potrditi [39,40]. Madsen in sod. so na podlagi 




da so za signaliziranje preko integrina β3 odgovorni in potrebni le aminokislinski ostanki za 
vezavo vitronektina, ter da je signaliziranje posledica večih interakcij integrin-vitronektin [41]. 
Ker zamenjava ene aminokisline ne blokira nujno vseh interakcij z integrini, obenem pa je 
možno, da aminokislinski ostanki za vezavo vitronektina sodelujejo pri interakciji z integrini, 
je prezgodaj odpisati neposredno interakcijo. Kljub temu pa so Madsen in sod. izpostavili 
ključno vlogo vitronektina za signalizacijo z integrinoma β3. 
 Interakcija kompleksa uPAR-uPA z integrini β1 vodi do avtofosforilacije Y397 na fokalni 
adhezijski kinazi (FAK, znani tudi kot PTK2), kar aktivira signalno pot Src in Ras-ERK [42] 
(slika 3, levo). Vezava uPA na uPAR je potreben pogoj za signalizacijo preko integrinov β1 [6]. 
Posledično pride do velikega izražanja uPA in MMP-jev s prepisovalnim dejavnikom AP1, 
zaradi česar je na celični membrani povišana proteoliza, ki omogoča invazijo [6]. Pomembno 
vlogo je razkrila tudi inhibicija FAK in Src, ki blokira fibrinogenezo fibronektina, proliferacijo 
in migracijo rakavih celic zaradi interakcij integrina β1 s kompleksom uPAR-uPA [42]. 
 Interakcija uPAR z integrinom α5β1 ojača vezavo fibronektina (liganda za 
integrin α5β1) in povzroči proliferacijo rakavih celic in vivo v kokošjih zarodkih na 
horioalantični membrani (CAM, ang. chorioallantoic membrane) [43]. Celice, ki ne izražajo 
uPAR, ne proliferirajo, ampak mirujejo, ker integrin α5β1 ne veže učinkovito vitronektina in 
signaliziranje preko proteina p38 pretehta signaliziranje preko Ras-ERK, kar signalizira 
senescenco in preživetje [44]. To kaže, da uPAR vpliva na usodo celice. Integrin α5β1 lahko 
interagira tudi z receptorjem epidermalnega rastnega faktorja (EGFR, ang. epidermal grow 
factor receptor), ki ga aktivira signaliziranje s FAK (slika 3, desno). Stimulacija signalne poti 
Ras-ERK zaradi EGFR žene izražanje uPAR s pozitivno povratno zanko [6], obdelava celičnih 
linij s protitelesi proti EGFR pa zniža izražanje uPAR [45]. Keratinociti v miših z izbitim genom 
za uPAR kot odziv na epidermalni rastni faktor (ERF) ne aktivirajo signaliziranjanja preko 
signalizacijske poti Ras-ERK in kažejo počasnejše celjenje ran pokožnice [46]. Ossowski in sod. 
so ugotovili, da je za interakcijo integrina β1 z EGFR in prenos signala za proliferacijo EGFR 






Slika 3: Signaliziranje Ras-ERK in Akt preko integrina β1 ob interakciji s kompleksom uPAR-uPA in 
ligandom. Na levi strani sheme je prikazano signaliziranje integrina α5β1 z uPAR in EGFR, kar ojača 
signaliziranje Ras-ERK. Na desni je signaliziranje integrina α3β1 z uPAR brez EGFR [6]. 
 
 Integrini β3 vežejo številne komponente zunajceličnega matriksa, med drugim 
vitronektin, ki ga veže tudi uPAR. Integrin αvβ3 koimunoprecipitira z uPAR, obenem pa 
signaliziranje integrina αvβ3 povzroči proteinureo zaradi lipopolisaharidov. Miši z izbitim 
genom za uPAR lipopolisaharidne proteinureje razvijejo le ob izražanju konstitutivno 
aktivnega integrina αvβ3 [28]. To kaže, da je uPAR potreben za aktivacijo integrina αvβ3. 
 Do signaliziranja z integrini β3 pride zaradi višje koncentracije vitronektina v 
periceličnem prostoru zaradi uPAR [48]. Skupina Kjøller in sod. je prva ugotovila povezavo 
med uPAR in aktivacijo Rac [48], ki jo povezujemo z invazijo in metastaziranjem rakavih 
celic [49]. Signalizacijska pot z avtofosforilacijo FAK z vmesnikom DOCK180 aktivira GTPazo 
Rac, ki nato aktivira sestavljanje aktina v vlakna in omogoča celično migracijo [6,50]. Za 






Slika 4: Signaliziranje Rac z integrinom β3 ob zadostni aktivaciji preko signalizacijske poti ERK [6]. 
 
 suPARII(88)-III(274) z N-končnim delom H2N-88SRSRY92- predstavlja vezavno mesto za 
formilpeptidnemu receptorju podoben protein 1 (FPRL1, ang. formyl peptide 
receptor-like-1) [51]. uPAR po cepitvi povezovalca na mestu 87–88 in sprostitvi suPARI iz 
membrane v periceličnem prostoru deluje kot signal za kemotakso celic, ki izražajo FPRL1, npr. 
človeški monociti in bazofilci [38,48,51].  
 Interakcija uPAR z integrini β1 torej signalizira proliferacijo, interakcija z integrini β3 
pa metastaziranje. Med obema načinoma signaliziranja so Marshall in sod. pokazali povezavo, 
saj mora biti signaliziranje proliferacije z Ras-ERK (slika 3) zadostno za signaliziranje invazije 
in metastaziranja preko Rac (slika 4) [50], cepitev uPAR s kimotripsinom in katepsinom K pa 
signalizira tudi kemotakso celic, ki izražajo FPRL1. To kaže, da igra signaliziranje povezano z 
uPAR pomembno vlogo na usodo celice in je primerna tarča za nadaljnje molekularnobiološke 
raziskave. 
 
1.3 VLOGA ZUNAJCELIČNIH CISTEINSKIH KATEPSINOV PRI RAKU 
Že več desetletij je znano, da imajo cisteinski katepsini pomembno vlogo na področju 
raka [52,53]. Cisteinski katepsini se večinoma nahajajo v lizosomih, kjer skrbijo za razgradnjo 
proteinov in procesiranje tujih antigenov za predstavitev imunskemu sistemu [54,55]. 
Raziskave pa so pokazale, da se cisteinski katepsini v tumorskem mikrookolju izločajo tudi v 




zunajceličnih katepsinov pa izhaja iz imunskih celic, ki ob vnetju prodrejo v tumor in jih med 
lizosomalno eksocitozo izločajo v obliki zimogena kot odziv na vnetne citokine [56,58,59].  
 Cisteinski katepsini so papainu podobne proteaze, ki imajo optimalno proteolično 
aktivnost pri rahlo kislem pH in reducirajočih pogojih, kakršne najdemo v lizosomih. Pri 
nevtralnem pH se relativno hitro ireverzibilno deaktivirajo [60]. Izjema je katepsin S, ki 
aktivnost v precejšnji meri ohrani tudi pri rahlo bazičnem pH [61]. Cisteinski katepsini lahko 
aktivnost do neke mere obdržijo tudi v oksidirajočih pogojih zaradi rahlo kislega okolja, ki se v 
tumorskem mikrookolju oblikuje zaradi Warburgovega učinka in povišane glikolize, ki 
omogoči da cisteinski katepsini proteolitično aktivnost ohranijo tudi v tumorskem 
mikrookolju [62,63]. Zaradi prisotnosti glikozaminoglikanov in drugih negativno nabitih 
polimerov, ki se nahajajo v zunajceličnem matriksu, je v mikrookolju tumorja mogoča tudi 
aktivacija katepsinskih zimogenov. Interakcija zimogena z negativno nabitimi polimeri 
povzroči namreč spremembo konformacije, ki je potrebna za avtokatalitsko aktivacijo [64,65]. 
Katepsini K, L in S sodijo med endogene cisteinske katepsine, ki so najpogosteje povezani z 
zunajcelično proteolizo in razgradnjo zunajceličnega matriksa pri razvoju raka [66,67]. 
 Dolgo je veljalo, da zunajcelični katepsini na razvoj raka vplivajo predvsem z razgradnjo 
komponent zunajceličnega matriksa in bazalne membrane. S cepitvijo komponent 
zunajceličnega matriksa, kot so kolagen, elastin, fibronektin, laminin, nidogen in E-kadherin, 
zunajcelični katepsini omogočijo rakastim celicam migracijo skozi zunajcelični matriks. 
Obenem pa so produkti cepitev tudi faktorji, ki vplivajo predvsem na angiogenezo 
tumorja [65]. 
 V zadnjih letih se je izkazalo, da je vloga zunajceličnih katepsinov pri raku veliko bolj 
kompleksna. Potrjeno je bilo, da lahko zunajcelični katepsini na površini rakastih celic 
proteolitično odcepijo ektodomene membranskih receptorjev in adhezijskih proteinov 
(t.i. Shadding) [59]. Takšna proteolitična aktivnost katepsinov poleg povišane migracije in 
invazivnosti vpliva tudi na celično signalizacijo rakastih celic, kar lahko povzroči številne še 
slabo raziskane fiziološke spremembe. Eden od membranskih substratov, ki so ga identificirali 
Sobotič in sod. in ima pomembno vlogu pri razvoju raka, je tudi uPAR. Za boljše razumevanje 
biološkega pomena proteolitične cepitve uPAR s katepsini smo v okviru tega dela opravili 
podrobnejšo karakterizacijo procesa na molekularni ravni. 
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2 NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
2.1 NAMEN DELA 
Rak je drugi najpogostejši vzrok smrti na svetu. Leta 2018 je ocenjeno umrlo 9,6 milijona ljudi 
ali drugače, rak je bil vzrok šestine vseh smrti [68]. S staranjem prebivalstva se bo kljub razvoju 
novih zdravil ta delež predvsem na račun držav v razvoju vztrajno višal [69] in zato je 
razumevanje molekularnobioloških mehanizmov poteka rakavih obolenj med 
najpomembnejšimi izzivi sodobne medicine. V našem dosedanjem delu je bil uPAR v celicah 
raka dojke identificiran kot možen substrat zunajceličnih katepsinov, vendar pa je bila njegova 
vsebnost tako nizka, da tega opažanja ni bilo mogoče nedvoumno potrditi. Namen tega dela je 
izraziti človeški uPAR v človeški celični liniji v zadostni količini, ter s tandemsko masno 
spektrometrijo pridobiti podrobne informacije o proteolitičnem procesiranju uPAR s strani 
cisteinskih katepsinov. To bo olajšalo nadaljnje študije vpliva uPAR na potek rakavih obolenj. 
2.2 HIPOTEZE 
1. Cisteinski katepsini K, L in S v celoti odcepijo ektodomeno uPAR. 
2. Odcepljanje ektodomene uPAR je najbolj intenzivno s cisteinskim katepsinom S. 





3 MATERIALI IN METODE 
3.1 KEMIKALIJE IN KOMPLETI REAGENTOV 
Kemikalije in kompleti reagentov, ki smo jih uporabljali pri delu ter njihovi proizvajalci so 
zabeleženi v tabeli (tabela 1). 
Tabela 1: Seznam uporabljenih kemikalij in kompletov reagentov. 
Kemikalija Proizvajalec 
Ac(D3)-HNS Fakulteta za farmacijo, UL 
acetonitril J.T.Baker 
acetonitril z dodano 0,1 % mravljično kislino J.T.Baker 
agaroza Lonza Group 
akrilamid/bisakrilamid  Alfa Aesar 
amonijev bikarbonat Sigma-Aldrich 
ammonijev persulfat Serva 
ampicilin Sigma-Aldrich 
Coomassie Brilliant Blue R-250 Pharmacia & Upjohn 
DNA nanašalni pufer 6× DNA Loading Dye Fermentas 




Dulbecco's modified Eagle's medium Sigma-Aldrich 
E-64 Bachem Peptide Institute 
ECL reagent za prenos western GE Healthcare 
EcoRI New England Biolabs 
EcoRI-HF New England Biolabs 
EDTA Serva Electrophoresis 
EtOH Carlo Erba Reagents 
Gibco Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, PBS Sigma-Aldrich 
glicin Sigma-Aldrich 
glutamin Sigma-Aldrich 
goveji serum Sigma-Aldrich 
HCl VWR 
HEPES Serva Electrophoresis 
jodoacetamid Amersham Biosciences 
LC-MS dH2O J.T.Baker 
ligaza T4 New England Biolabs 
metanol VWR 
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midori green VWR 
mleko v prahu Pomurka 
mravljična kislina J.T.Baker 
Na2HPO4 ∙ 2H2O Acros Organics 
NaCl Fisher Scientific 
NaDS Thermo Fisher Scientific 
NaDS-PAGE gel Thermo Fisher Scientific 
NaH2PO4 ∙ H2O Merck 
natrijev deoksiholat PanReac Applichem 
nosilec C-18 Supelco 
NotI-HF New England Biolabs 
NP-40 USBiological 
ocetna kislina J.T.Baker 
Pfu DNA polimeraza Promega 
Pierce Anti-c-Myc Agarose Thermo Fisher Scientific 
PolyJet DNA In Vitro Transfection Reagent SignaGen 
proteinski standard za NaDS-PAGE Thermo Fisher Scientific 
Pufer za ligazo T4 New England Biolabs 
Pufer za Pfu Promega 
Pufer za rezanje z restriktazami CutSmart Buffer New England Biolabs 
R PIC Sigma-Aldrich 
StrataClone Blunt PCR Cloning Kit #240207 Stratagene California 
TEMED Serva Electrophoresis 
The PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit Thermo Fisher Scientific 
Tripsin Promega 
Tris Serva Electrophoresis 
Tween-20 Sigma-Aldrich 
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems A1460 Promega 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System A9282 Promega 






Protitelesa in redčitve, ki smo jih uporabljali pri delu so zabeležene v tabeli (tabela 2). 
Tabela 2: Seznam uporabljenih protiteles. 
Protitelo Proizvajalec (koda) Opis Redčitev 
proti myc Thermo Fisher Scientific 
(46-0603) 
mišja monoklonska 1:5000 
proti uPAR  R&D (AF807) kozja poliklonska 1:1000 
proti mišja Jackson ImmunoResearch 
(115-035-068) 
kozja poliklonska s konjugirano 
peroksidazo 
1:5000 




3.3 REKOMBINANTNE HUMANE PROTEAZE 
V raziskavi smo uporabili rekombinantne humane katepsine K, L in S, ki so bili izraženi v P. pastoris 
na Institutu "Jožef Stefan" na odseku B1 za biokemijo in molekularno biologijo. 
3.4 LABORATORIJSKE APARATURE IN INVENTAR 
Inventar in laboratorijske aparature, ki smo jih uporabljali pri delu so zabeleženi v tabeli 
(tabela 3). 
Tabela 3: Seznam uporabljenih laboratorijskih aparatur in inventarja. 
Aparatura ali inventar Proizvajalec 
analitska kolona C-18 Picofrit New Objective 
aparat za prenos western Invitrogen 
avtomatske pipete Eppendorf 
centrifuga Eppendorf 5410 R Eppendorf 
centrifuga Tehnica Centric200R Domel 
filtrski vstavki, 0,5 mL Sigma-Aldrich 
kadička za poliakrilamidno elektroforezo BioRad 
koncentrator SpeedVac Eppendorf 5301 Eppendorf 
pH meter Metter Toledo 
predkolona C-18 za nano-HPLC Thermo Scientific 
masni spektrometer Orbitrap LTQ Velos Thermo Scientific 
Nano-HPLC Proxeon Thermo Scientific 
naprava za slikanje kemiluminiscence chemiPRO Cleaver Scientific 
nastavki za pipete Eppendorf 
nitrocelulozna membrana Serva 
polistirenske petrijevke TPP 
Materiali in metode 
 
13 
svetlobni mikroskop Olympus Olympus 
stresalnik Centromat HK in BS-1 B. Braun Biotech 
termoblok Eppendorf 
3.5 MASNI SPEKTROMETER IN PROGRAMSKA OPREMA 
LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific), sklopljen s HPLC instrumentom EASY-nLC Proxeon 
(Thermo Scientific). Za upravljanje instrumentov smo uporabljali programski paket Xcalibur. 
3.6 ČLOVEŠKE CELIČNE LINIJE 
MDA-MB-231 
 Je celična kultura človeških epitelijskih celic raka dojke z invazivnim fenotipom, izolirana iz 
adenokarcioma (koda ATCC: HTB-26). 
HEK-293 
 Je celična kultura iz normalnih človeških zarodnih celic ledvic, ki je bila izpostavljena 
virusni DNA adenovirusa tipa 5 (koda ATCC: CRL-1573). 
HELA 
 Je celična kultura človeških epitelijskih celic raka materničnega vratu, izoliranih leta 1951 
iz Henriette Lacks (koda ATCC: CCL-2) [70]. 
3.7 PUFRI IN DRUGE PRIPRAVLJENE RAZTOPINE 
3 % KONCENTRACIJSKI GEL 
 250 µL 40 % akril/bisakrilamida, 1,6 mL dH2O, 625 µL 0,5 M Tris/HCl pH 6,8, 25 µL 10 % 
NaDS, 12,5 µL sveže pripravljenega 10 % APS, 10 µL TEMED. 
12,5 % LOČEVALNI GEL 
 3,125 mL 40 % akril/bisakrilamida, 4,25 mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M Tris/HCl pH 8,8, 100 µL 
10 % NaDS, 50 µL sveže pripravljenega 10 % APS, 15 µL TEMED. 
15 % LOČEVALNI GEL 
 3,75 mL 40 % akril/bisakrilamida, 3,65 mL dH2O, 2,5 mL 1,5 M Tris/HCl pH 8,8, 100 µL 
10 % NaDS, 50 µL sveže pripravljenega 10 % APS, 15 µL TEMED. 
BARVALNA RAZTOPINA 
 25 mL Coomassie blue (5 tablet Coomassie blue, 400 mL dH2O, 600 mL EtOH) in 25 mL 
20 % ocetne kisline v dH2O 
GOJIŠČE DMEM ZA DELO S ČLOVEŠKIMI CELIČNIMI LINIJAMI 
 DMEM, 10 % govejega seruma (FBS), 1 % glutamina, 100 µG/mL streptomicina in 





 50 mM HEPES (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 100× R PIC. 
PUFER 1× PBS 
 145 mM NaCl, 2,5 mM NaH2PO4 ∙ H2O, 7,5 mM Na2HPO4 ∙ 2H2O. 
PUFER 0,05 % PBST 
 Pufer 1× PBS, 0,05 % Tween-20. 
PUFER 0,1 % PBST 
 Pufer 1× PBS, 0,1 % Tween-20. 
PUFER 1× TAE 
 40 mM Tris, 20 mM ocetna kislina, pH 8,0. Dodan EDTA v dH2O do 1,25 mM. 
PUFER ZA AGAROZNO GELSKO ELEKTROFOREZO 
 Pufer 1× TAE, 0,01 % midori green. 
PUFER ZA BLOKIRANJE 
 Pufer 1× PBST, 5 % (m/V) mleka v prahu. 
PUFER ZA NADS-PAGE 
 25 mM Tris, 190 mM glicin, 1 % NaDS. 
PUFER ZA ODCEP EKTODOMENE S CISTEINSKIMI KATEPSINI 
 Pufer 1× PBS pH 6, 0m5 mM DTT. 
PUFER ZA PRENOS WESTERN 
 25 mM Tris, 8 mM glicin, 0,037 % (m/V) NaDS, 20 % (V/V) metanol. 
RAZBARVALNA RAZTOPINA 
 30 % (V/V) etanol, 10 % (V/V) ocetna kislina, 60 % dH2O. 
REAGENT ZA ALKILACIJO 
 55 mM jodoacetamid, 25 mM amonijev bikarbonat v LC-MS dH2O. 
REAGENT ZA DEVTEROACETILACIJO 
 20/3 g/L tridevtero N-hidroksisukcinimid acetat, 100 mM Na2HPO4, pH 8,5. 
REAGENT ZA REDUKCIJO 
 10 mM DTT, 25 mM amonijev bikarbonat v LC-MS dH2O. 
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3.8 METODE DELA Z DNA 
3.8.1 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO 
Za natančno pomnoževanje fragmentov DNA smo uporabljali DNA-polimerazo Pfu. Program in 
komponente verižne reakcije s polimerazo so navedene v tabelah (tabela 4 in tabela 5). 1 µL 
DNA-polimeraze Pfu (2–3 U/μl) je bil dodan po začetni denaturaciji. 
Tabela 4: Seznam uporabljenih reagentov za verižno reakcijo s polimerazo. 
Komponenta Začetna koncentracija Volumen 
smerni oligonuleotid 50 µM 2 µL 
protismerni oligonukleotid 50 µM 2 µL 
PLAUR matrična DNA / 1 µL 
pufer za Pfu DNA-polimerazo / 5 µL 
dNTP-ji 1,25 mM 8 µL 
DMSO / 5 µL oz. 0 
MQ H2O / 27 µL oz. 32 µL 
SKUPAJ  50 µL 
 
Tabela 5: Uporabljen program za verižno reakcijo s polimerazo. 
Stopnja Podstopnja Temperatura Čas Število ciklov 
začetna denaturacija  94 °C 5 min 1 
pomnoževanje DNA denaturacija 94 °C 30 s 35 
 prileganje 56 °C 60 s  
 podaljševanje 72 °C 60 s  
končno podaljševanje  72 °C 5 min 1 
 
3.8.2 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
Za izolacijo DNA smo najprej pripravili 1 % agarozni gel, tako da smo v erlenmajerico s širokim 
vratom dali 0,8 g agaroze in dodali 80 mL pufra za agarozno gelsko elektroforezo. Nato smo 
raztopino tolikokrat zagreli do vrenja, da se je agaroza popolnoma raztopila. Še vročo, ne vrelo, 
raztopino smo vlili v kadičko do tri četrtine višine žepkov, ki jih je bilo 6 ali 10. 
 Ko se je gel strdil, smo glavniček odstranili, gel prelili s pufrom 1× TAE in v en žepek nanesli 
DNA-standard GeneRuler 1 kb DNA Ladder (4 µL) in v ostale vzorce DNA z dodanim DNA 
nanašalnim pufrom 6× DNA Loading Dye. Elektroforezo smo pustili teči pri konstantni napetosti 
100 V, dokler ni fronta dosegla sredine gela. 
3.8.3 IZOLACIJA DNA IZ AGAROZE 
Pod UV-lučko smo izrezali liso in jo izolirali s komercialnim kompletom reagentov »Wizard SV Gel 




3.8.4 IZOLACIJA DNA IZ BAKTERIJSKIH CELIC 
Bakterijske celice smo posedli (2800 g, 5 min), nato pa DNA od ostalega biološkega materiala 
očistili s kompletom reagentov »Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification Systems A1460« po 
priloženem protokolu. 
3.8.5 REZANJE Z RESTRIKTAZAMI 
Testno rezanje z restriktazami je bilo nastavljeno z 10 µL vzorca DNA, 6 µL dH2O in 2 µL pufra za 
rezanje z restriktazami CutSmart ter 2 µL restriktaze, če smo uporabili eno restriktazo oz. 1 µL 
vsake restriktaze, če sta bili uporabljeni dve (2 uri, 37 °C). 
 Preparativno rezanje z restriktazami je bilo nastavljeno z 40 µL vzorca DNA, 5 µL pufra za 
rezanje z restriktazami CutSmart in 5 µL restriktaze (3 ure, 37 °C). 
3.8.6 LIGACIJA DNA 
Predhodno smo združili lineariziran vektor in DNA-fragment v razmerju 1:2 (m/m) v korist 
fragmenta. Raztopino smo na koncentratorju skoncentrirali na volumen 10 µL, dodali 1 µL pufra za 
ligazo T4 in 1 µL ligaze T4 (čez noč, 15 °C). 
3.8.7 IZOLACIJA ZELO ČISTEGA VEKTORJA IZ PREKONOČNE KULTURE 
Zelo čisto DNA smo izolirali s kompletom reagentov »The PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep 
Kit« v 200 µL dH2O po priloženem protokolu. 
3.9 METODE DELA Z BAKTERIJAMI 
3.9.1 TRANSFORMACIJA BAKTERIJSKIH CELIC Z VEKTORJEM 
Iz zmrzovalnika (–80 °C) smo na ledu odmrznili kompetentno pripravljene bakterijske celice E. coli 
DH5α (razen če je zabeleženo drugače). Dodali smo 1 µL vektorja in jih inkubirali na ledu (20 min). 
Nato smo izvedli toplotni šok (42 °C, 45 sekund), ter jih ponovno inkubirali na ledu (2 min). Dodali 
smo 900 µL 37 °C gojišča in jih inkubirali (37 °C, 1 h) na stresalniku. Bakterije smo centrifugirali 
(1400 g, 5 min), supernatant zavrgli in usedlino resuspendirali v 250 µL gojišča LB. 
3.9.2 MODRO-BELI TEST 
Za modro-beli test, smo na dve 10 cm LBA-plošči razmazali 50 µL 2 % X-gal. Nacepili smo 
transformirane bakterijske celice v dveh količinah (25 µL in 100 µL) in jih inkubirali 
(37 °C, čez noč). 
3.9.3 GOJENJE NA LBA-PLOŠČI 
Transformirane bakterijske celice smo v dveh volumnih (50  µL in 200  µL) nacepili na dve 
LBAplošči ter jih inkubirali (37 °C, čez noč). 
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3.9.4 GOJENJE V LB-GOJIŠČU 
LB-gojišču smo dodali 1000× ampicilin, da smo dobili LBA-gojišče. Bakterijske kolonije smo z ezo 
pobrali iz plošče in prenesli v 5 mL LBA-gojišča za testne namene oz. v 25 mL LBA-gojišča za 
preparativne namene. Bakterije smo inkubirali (37 °C, čez noč). 
3.10 METODE DELA S ČLOVEŠKIMI CELIČNIMI LINIJAMI 
3.10.1 GOJENJE ČLOVEŠKIH CELIC 
Za gojenje humanih celičnih linij smo uporabljali inkubator za humane celične linije s kontrolirano 
atmosfero (37 °C, 5 % CO2 in 100 % relativna vlažnost). Celice smo gojili na petrijevkah premera 
10 cm v 10 mL gojišča DMEM za delo s človeškimi celičnimi linijami. Ko so dosegle približno 90 % 
konfluentnost, razen če je zabeleženo drugače, smo jih precepili ali pobrali za poizkuse. 
3.10.2 PRECEPLJANJE ČLOVEŠKIH CELIC 
Celice smo precepljali tako, da smo odsesali gojišče, jih dvakrat sprali s 5 mL PBS-a, nato pa dodali 
2 mL tripsina in jih inkubirali (37 °C, nekaj minut), da so se odcepile od podlage in postale okrogle. 
Dodali smo 8 mL gojišča DMEM za delo s človeškimi celičnimi linijami, ki inhibira delovanje tripsina. 
Vsebino plošče smo s pipeto resuspendirali, na plošči pustili 2 mL oz. dali 2 mL na novo ploščo, nato 
pa dodali 8 mL gojišča DMEM za delo s človeškimi celičnimi linijami ter celice gojili v kontrolirani 
atmosferi (37 °C, 5 % CO2 in 100 % relativna vlažnost). 
3.10.3 TRANSFEKCIJA ČLOVEŠKIH CELIC 
Celice smo transficirali s kompletom reagentov PolyJet DNA In Vitro Transfection Reagent po 
protokolu proizvajalca. Vsakih 24 ur smo zamenjali gojišče DMEM za delo s človeškimi celičnimi 
linijami z dodanim zeomicinom (225 µg/mL), dokler celice niso bile konfluentne. 
3.10.4 SUSPENDIRANJE ČLOVEŠKIH CELIC BREZ TRIPSINIZACIJE 
Celice smo suspendirali tako, da smo odsesali gojišče, jih trikrat sprali s 5 mL PBS-a, nato pa dodali 
5 mL disociacijske raztopine brez encimov Gibco Cell Dissociation Buffer, enzyme-free, PBS in jih 
inkubirali (37 °C, nekaj minut), da so postale okrogle. Vsebino plošče smo s pipeto temeljito 
resuspendirali, prenesli v centrifugirko in celice centrifugirali (400 g, 5 min). Supernatant smo 
zavrgli, usedlino dvakrat resuspendirali v 1 mL PBS-a (pH 6) ter celice ponovno centrifugirali 
(200 g, 5 min) in zavrgli supernatant. 
3.10.5 ODCEP EKTODOMEN S CISTEINSKIMI KATEPSINI 
Za odcep ektodomene smo najprej pripravili pufer za odcep ektodomene s cisteinskimi katepsini z 
1 µM ustreznega katepsina. Celice z ene plošče (za prenos western) oz. treh (za MS2) smo 
resuspendirali v 500 µL tako pripravljenega pufra in jih obdelali (37 °C, 1 h). Nato smo celice 




3.10.6 LIZIRANJE ČLOVEŠKIH CELIC 
Celice smo resuspendirali v 250 µL lizirnega pufra na vsako pobrano ploščo, jih dvajsetkrat 
potegnili skozi injekcijsko iglo premera 1,2 mm in še dvajsetkrat skozi injekcijsko iglo premera 
0,9 mm. Celicam smo dodali 1 % (V/V) 10 % NaDS, 1 % (V/V) NP-40 in 5 % (V/V) 5 % natrijevega 
deoksiholata. Raztopino smo stresali (4 °C, 30 minut) ter tako pripravljen lizat centrifugirali 
(25.000 g, 15 min) in shranili supernatant. 
3.11 METODE DELA S PROTEINI 
3.11.1 IMUNOLOŠKA DETEKCIJA S PRENOSOM WESTERN 
Za prenos western smo pripravili NaDS-PAGE gel, tako da smo takoj po dodatku  10 % APS-a in 
TEMED-a raztopino za 12,5 % oz. 15 % ločevalni gel hitro premešali in vlili med stekli. Gel smo 
prekrili s plastjo izopropanola, da se gel ne izsuši. Ko se je ločevalni gel strdil (cca. 30 min), smo 
odlili izopropanol. Takoj po dodatku  10 % APS-a in TEMED-a raztopini za 3 % koncentracijski gel 
smo raztopino hitro premešali in vlili do vrha ter vstavili glavniček z desetimi žepki. 
 Ko se je koncentracijski gel strdil, smo previdno odstranili glavniček, ter gel vpeli v posodo 
za elektroforezo. Notranjost celice smo do vrha napolnili s pufrom za NaDS-PAGE, zunanjost pa do 
treh četrtin s pufrom za NaDS-PAGE. V en žepek smo nanesli proteinski standard, v druge pa 
proteinske vzorce, ki so bili prekuhani s proteinskim nanašalnim pufrom 6x. Elektroforezo smo 
pustili teči pri konstantni napetosti 120 V, dokler ni fronta prišla skoraj do konca gela, razen če je 
zabeleženo drugače. 
 Gel, nitrocelulozno membrano, filtre in blazinice smo namočili v pufer za prenos western. 
Sestavili smo sendvič; 4× blazinica, filter, gel, membrana, filter in 4× blazinica ali dvojni sendvič; 3× 
blazinica, filter, gel, membrana, filter, blazinica, filter, drug gel, membrana, filter in 3× blazinica. 
Sendvič smo vpeli v celico in ga napolnili s pufrom za prenos western. Za hlajenje smo celico 
napolnili skoraj do vrha z vodo. Prenos smo pustili teči 2 uri pri konstantni napetosti 25 V. 
 Po končanem prenosu smo membrano stresali v 5 mL pufru za blokiranje 
(sobna temperatura, 1 h, 69 vrtlj./min). Nato smo pufer za blokiranje zamenjali in dodali ustrezno 
količino primarnih protiteles (tabela 2), ter membrano stresali (4 °C, čez noč, 69 vrtlj./min). 
Naslednji dan smo membrano spirali s 5 mL pufra 1× PBST 6× med stresanjem (sobna temperatura, 
10 min, 69 vrtlj./min). Membrano smo nato stresali v pufru za blokiranje z ustrezno razredčenimi 
sekundarnimi protitelesi s konjugirano peroksidazo (tabela 2) (sobna temperatura, 2 h, 
69 vrtlj./min). Membrano smo ponovno sprali s 5 mL pufra 1× PBST 6× (sobna temperatura, 
10 min, 69 vrtlj./min). Tako pripravljeno membrano smo odcedili, prekrili s pravkar pripravljenim 
ECL-reagentom za eno minuto, jo ponovno odcedili in posneli z napravo za slikanje 
kemiluminiscence ob dolgi ekspoziciji (med 3 in 15 minut). 
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3.11.2 IMUNOPRECIPITACIJA Z AGAROZO S PROTITELESI PROTI C-MYC 
V mikrocentrifugirko smo dali 100 µL suspenzije Pierce Anti-c-Myc Agarose, nosilec posedli s 
centrifugiranjem (12.000 g, 10 s) in zavrgli supernatant. Nosilec smo sprali s 100 µL pufra 1× PBS 
in zavrgli supernatant. Tako pripravljen nosilec smo resuspendirali z 200 µL proteinskega vzorca 
in stresali (4 °C, čez noč). Nosilec smo posedli s centrifugiranjem (12.000 g, 10 s), shranili nevezano 
frakcijo, ter nosilec trikrat sprali s 500 µL 0,05 % PBST in supernatante zavrgli. 
3.11.3 PRIPRAVA FRAKCIJ V GELU 
Usedlino smo po imunoprecipitaciji resuspendirali na 35 µL in prekuhali s 7 µL proteinskega 
nanašalnega pufra 6× (96 °C, 10 min). Vzorce in standard smo nanesli na komercialni NaDS-PAGE 
gel. Elektroforezo smo pustili teči pri konstantni napetosti 125 V, dokler ni fronta prišla skoraj do 
konca. Gel smo odprli v brezprašni komori, prenesli v petrijevko in stresali s 50 mL barvalne 
raztopine (sobna temperatura, 1 h, 50 vrtlj./min). Po barvanju smo gel stresali v 50 mL razbarvalne 
raztopine (sobna temperatura, 1 h, 50 vrtlj./min), jo zamenjali in inkubirali (4 °C, čez noč, 
50 vrtlj./min). Naslednji dan smo razbarvalno raztopino ponovno zamenjali (sobna temperatura, 
1 h, 50 vrtlj./min), nato pa jo odlili in gel vsaj 30 min hidrirali v 50 mL dH2O. Pasove smo razdelili 
na šest področij, jih izrezali in nasekljali na rezine približne velikosti 1 mm3. Tako pripravljene 
vzorce smo med mešanjem spirali 30 min s 150 µL LC-MS dH2O, 3× 30 min s 150 µL 1+1 acetonitrila 
+ LC-MS dH2O in 30 min s 150 µL acetonitrila, ter vzorce posušili na koncentratorju. 
3.11.4 DEVTEROACETILACIJA N-KONČNEGA DELA CEPLJENEGA PROTEINA 
Vsakemu od vzorcev v obliki rezin gela smo dodali 150 µL reagenta za devteroacetilacijo in jih 
inkubirali (30 °C, 1 h). Reagent smo odstranili, rezine gela smo sprali s 150 µL LC-MS dH2O 
(sobna temperatura, 15 min, 1400 vrtlj./min), dvakrat s 150 µL acetonitrila (sobna temperatura, 
15 min, 1400 vrtlj./min) in jih posušili na koncentratorju. Ponovno smo posušenim rezinam gela 
dodali 150 µL reagenta za devteroacetilacijo in jih inkubirali (30 °C, 1 h). Nato smo reagent 
odstranili in dodali 150 µL LC-MS dH2O in 2 µL NH2OH (sobna temperatura, 20 min). Nato smo 
dodali 100 µL glicina (10 mg/mL) (30 °C, 1 h, 1400 vrtlj./min). Raztopino smo zavrgli in rezine gela 
sprali s 150 µL LC-MS dH2O (sobna temperatura, 15 min, 1400 vrtlj./min), dvakrat s 150 µL 





3.11.5 PRIPRAVA VZORCA ZA TANDEMSKO MASNO SPEKTROMETRIČNO ANALIZO V GELU 
Rezine gela smo stresali v 150 µL reagenta za redukcijo (46 °C, 45 min, 700 vrtlj./min). Preostanek 
raztopine smo odstranili in vzorce inkubirali v 150 µL reagenta za alkilacijo 
(sobna temperatura, 30 min, v temi). Reagent smo odstranili, rezine gela pa stresali v 150 µL 
25 mM ABC v 50 % acetonitrila (15 min, 1400 vrtlj./min). Rezine gela smo spirali od stresanju do 
belega (praviloma dvakrat) s 150 µL acetonitrila (10 min, 1400 vrtlj./min). Rezine gela smo nato 
posušili na koncentratorju. 
 Vzorcem smo dodali 50 µL 25 mM ABC v vodi in 2 µL 0,5-molalnega tripsina za sekveniranje 
(-4 °C, 30 min). Dodali smo 80 µL 25 mM ABC v vodi in vzorce inkubirali (37 °C, čez noč). Vzorce 
smo ohladili na sobno temperaturo in jim dodali po 100 µL 5 % mravljične kisline v acetonitrilu in 
jih stresali (sobna temperatura, 30 min, 1200 vrtlj./min). Raztopino smo shranili, vzorcom gela pa 
dodali 150 µL 5 % mravljične kisline v 50 % acetonitrilu in jih ponovno stresali 
(sobna temperatura, 30 min, 700 vrtlj./min). Raztopini smo združili in skoncentrirali na 
koncentratorju na volumen cca. 50 µL. Tako pripravljeni vzorci so lahko bili zamrznjeni za en teden. 
3.11.6 ČIŠČENJE PEPTIDOV NA NOSILCU C-18 
Najprej smo pripravili kolono s tremi plastmi nosilca C-18  v nastavek za pipetiranje in nosilec rahlo 
stisnili. Kolono smo najprej sprali (2000 g, 1 min) s 50 µL metanola, nato s 50 µL 0,1 % mravljične 
kisline v acetonitrilu in na koncu s 50 µL 0,1 % mravljične kisline v vodi. Na tako pripravljeno 
kolono smo nanesli vzorce peptidov (2000 g, 2 min) in jih sprali s 50 µL 0,1 % mravljične kisline v 
vodi (3000 g, 2 min). Tako pripravljene kolone so primerne za daljše shranjevanje v zmrzovalniku. 
 Dan pred analizo smo peptide eluirali v sveže mikrocentrifugirke z 2 × 50 µL 0,1 % 
mravljične kisline v 60 % acetonitrilu v vodi (2000 g, 2 min). Eluate smo skoncentrirali na 
koncentratorju do volumna 15–20 µL. Tako pripravljene vzorce smo prenesli v vialo in dali v 
termostatiran (8 °C) vzorčevalnik. 
3.12 TANDEMSKA MASNA SPEKTROMETRIČNA ANALIZA 
 Tandemsko masno analizo smo izvedli na aparatu s sklopljeno visokotlačno tekočinsko 
kromatografijo (HPLC) in tandemskim masnim spektrometrom (MS/MS). 3 µL vzorca iz viale smo 
injicirali na EASY-nano LCII HPLC enoto, kjer so se tripsinski peptidi nanesli na C18 trapping kolono 
in ločevali na analitski koloni PicoFrit AQUASIL C-18. Ločitev peptidov pri elucijo smo dosegli ob 
uporabi 90-minutnega linearnega gradienta pri konstantnem pretoku 300 nL/min (začetna 
sestava: 95 % MQ H2O, 5 % acetonitril in 0,1 % mravljična kislina; končna sestava: 50 % MQ H2O, 
50 % acetonitril in 0,1 % mravljična kislina). Masni spektrometer je vsako sekundo zajel MS 
spekter, iz njega izbral 9 najbolj intenzivnih vrhov, jih s HCD fragmentacijo fragmentiral in posnel 
spekter MS/MS. 
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 Identifikacijo s spektralnim štetjem smo izvedli s programskim paketom PEAKS X+. Za 
identifikacijo s programskim paketom PEAKS smo uporabili  bazo človeških proteinov nrNCBI. Ko 
je bil protein predhodno izoliran z imunoprecipitacijo, smo namesto baze podatkov uporabili 
sekvenco za uPAR z dodanim reporterskim peptidom. Iskalni parametri za stalne modifikacije so 
bili proteoliza s tripsinom, metilirani cisteini in v primeru tridevteroacetilacije tudi 
tridevteroacetiliran N-končni del proteina ter tridevteroacetilirani lizinski aminokislinski ostanki. 





4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 PRIPRAVA VEKTORSKEGA KONSTRUKTA ZA IZRAŽANJE UPAR 
Z verižno reakcijo s polimerazo (PCR, ang. polymerase chain reaction) smo pomnožili 
DNA-fragment, ki zapisuje za uPAR (3.8.1). Smerni oligonukleotid je bil načrtan tako, da smo 
pred začetni kodon dodali cepitveno mesto za restriktazo EcoRI. Protismerni pa tako, da smo 
končni kodon ostranili in dodali cepitveno mesto za restriktazo NotI z ustreznim zamikom, da 
bo ob vstavljanju v ekspresijski vektor pcDNA4C, preko restrikcijskega mestom NotI gen, ki 
kodira za oznako myc/his v bralnem okvirju. Pomnoženi PCR produkt s topimi konci smo 
očistili na agarozni gelski elektroforezi (3.8.2), ga izolirali (3.8.3) in vstavili v klonirni vektor 




Slika 5: DNA zapis za uPAR. (a) Shematski prikaz PCR produkta cDNA za uPAR z odstranjenim STOP 
kodonom in dodanima mestoma za restriktazi EcoRI in NotI. (b) Fuzijski klonirni vektor 
pSC-A-ampkan, z vstavljenim PCR produktom preko topih koncev v polilinkersko regijo. 
Rezultati in razprava 
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 Kompetentne bakterijske celice iz kompleta reagentov StrataClone Blunt PCR Cloning 
Kit smo transformirali s fuzijskim klonirnim vektorjem pCS-A-ampkan+uPAR (3.9.1). Na 
podlagi belo-modrega testa (3.9.2) smo vsako od devetih izbranih transformiranih 
prekonočnih bakterijskih kolonij nacepili na LBA-ploščo (3.9.3). Vsako od bakterijskih kolonij 
z LBA-plošč smo prenesli v gojišče LBA (3.9.4) in iz prekonočnih bakterijskih kultur izolirali 
fuzijski klonirni vektor (3.8.4). Z alikvotom smo izvedli testno rezanje z restriktazo EcoRI 
(3.8.5) in z agarozno gelsko elektroforezo preverili uspešnost ligacije PCR fragmenta v klonirni 
vektor pSC-A-ampkan (3.8.2). 
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Slika 6: Restrikcijska analiza fuzijskega klonirnega vektorja pSC-A-ampkan+uPAR, iz bakterijskih 
kultur po rezanju z restriktazo z EcoRI na agaroznem gelu. Pravokotnik, ki označuje signal pri velikosti 
1 kDa predstavlja fragment, ki zapisuje za uPAR. 
 
 Iz restrikcijske analize fuzijskega klonirnega vektorja, na agaroznem gelu vidimo, da je 
fragment, velik približno 1 kbp, v vektorju, ki smo ga izolirali iz celic kolonije 8. Velikost ustreza 
fragmentu cDNA za uPAR, kar kaže na uspešnost reakcije PCR in uspešno vstavljanje v klonirni 
vektor. Za nadaljnje delo smo zato izbrali kolonijo 8 (slika 6). Z vektorjem iz kolonije 8 smo 
izvedli preparativno rezanje z restriktazo EcoRI (3.8.5) in ga analizirali z gelsko agarozno 
elektroforezo (3.8.2). 
  
Slika 7: Izolacija cDNA za uPAR iz agaroznega gela po rezanju fuzijskega klonirnega vektorja, iz 










 Po rezanju fuzijskega klonirnega vektorja, z restriktazo EcoRI smo iz agaroznega gela 
izolirali DNA-fragment, velik približno 1 kbp (3.8.3), ki ustreza velikosti cDNA za uPAR 
(slika 7). Rezanje z restriktazo EcoRI smo nastavili tudi z vektorjem za izražanje pcDNA4C 
(3.8.5) in iz agaroze (3.8.2) izolirali lineariziran pcDNA4C (3.8.3). 
 Z obema izoliranima konstruktoma DNA (linearno pcDNA4C in cDNA za uPAR) smo 
izvedli preparativno rezanje še z restriktazo NotI-HF (3.8.5). Vsakega od fragmentov DNA smo 
ponovno izolirali iz agaroznega gela (3.8.2 in 3.8.3). Lineariziran vektor pcDNA4C in fragment 
DNA, ki zapisuje za uPAR, smo ligirali (3.8.6), da smo pridobili fuzijski ekspresijski vektor 
pcDNA4C, z vstavljenim fragmentom cDNA za uPAR z dodanim zapisom, ki kodira za 
reporterski peptid myc/his (slika 8). 
 
 Z fuzijskim ekspresijskim vektorjem, smo transformirali kompetentne bakterijske 
celice DH5α (3.9.1) in jih nacepili na LB-plošče (3.9.3), devet izbranih kolonij smo prenesli v 
LB gojišča (3.9.4). Naslednji dan smo iz vsake od prekonočnih kultur izolirali ekspresijski 
vektor (3.8.4) in izvedli testno rezanje z restriktazo EcoRI in NotI (3.8.5). Velikosti nastalih 
fragmentov DNA smo preverili z restrikcijsko analizo na agaroznem gelu (3.8.2). 
  
 
Slika 8: Fuzijski ekspresijski vektor pcDNA4C, z vstavljenim fragmentom cDNA za uPAR. Fragment 
smo vstavili preko restrikcijskih mest za EcoRI in NotI v polilinkersko regijo z zapisom v bralnem 
okvirju (oranžna puščica), ki kodira reporterski peptid myc/his. 
Rezultati in razprava 
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Slika 9: Restrikcijska analiza fuzijskega ekspresijskega vektorja pcDNA4C, z vstavljenim zapisom za 
uPAR, po rezanju z restriktazo EcoRI in NotI na agaroznem gelu. 
 
 Iz restrikcijske analize vidimo, da večina kolonij vsebuje fuzijski ekspresijski vektor, z 
vstavljenim genom za uPAR z velikostjo 1 kbp. Fuzijski ekspresijski vektor, iz vzorcev 5 in 6 
smo poslali na določitev nukleotidnega zaporedja, da bi preverili pravilnost nukleotidnega 



















Slika 10: Poravnano aminokislinsko zaporedje. (a) Aminokislinsko zaporedje iz določenega 
nukleotidnega zaporedja vektorja iz vzorca 5. (b) Aminokislinsko zaporedje uPAR. Oznaki c-myc in 
his sta označeni z zeleno barvo. 
 
 Nukleotidno zaporedje vektorja za izražanje pcDNA4CuPARmycHis iz kolonije 5 je 
ustrezalo zapisu za uPAR in je vsebovalo zaporedji za reporterska peptida his in myc v bralnem 
okvirju, zato smo ga izbrali za nadaljnje delo (slika 10). fuzijski ekspresijski vektor 
pcDNA4CuPARmycHis, smo pomnožili v bakterijskih celicah E. coli DH5α (3.9.1) ter določili 
koncentracijo vektorja za izražanje (489 ng/µL) z merjenjem absorbance pri 260 nm 
(tabela 6). 
 
Tabela 6: Absorbance in določena koncentracija vektorja za izražanje pcDNA4CuPARmycHis. 
A230nm A260nm A280nm γ(pcDNA4C+uPAR) 







4.2 IZRAŽANJE FUZIJSKEGA PROTEINA V ČLOVEŠKIH CELIČNIH LINIJAH 
Človeške celične linije HEK-293, MDA-MB-231 in HeLa smo tranficirali z vektorjem za izražanje 
pcDNA4CuPARmycHis (3.10.3) in jih gojili 48 ur v inkubatorju (3.10.1). Celice smo 
resuspendirali brez tripsinizacije (3.10.4) in jih lizirali (3.10.6). uPAR smo v celicah imunološko 
detektirali s prenosom western, kjer smo uporabili primarna protitelesa proti uPAR (3.11.1). 
 
                HEK                                         MDA                Std              HeLa               
       +uPAR                                   +uPAR                                  +uPAR 
   
Slika 11: Imunološka detekcija izražanja uPAR s prenosom western v celičnih linijah HEK-293, MDA-
231 in HeLa s protitelesi proti uPAR. Kot negativne kontrole smo uporabili netransformirane celice, 
kot vzorce pa celice, transformirane z vektorjem za izražanje pcDNA4CuPARmycHis (+uPAR). 
 
 Pri vseh transficiranih celičnih linijah smo opazili signal za uPAR pri velikosti dobrih 
60 kDa. To je malenkost več, kot podatki v literaturi (55-60 kDa) in v skladu s pričakovanji, saj 
je fuzijski protein večji od nativnega [71]. Najmočnejše prehodno izražanje smo opazili v 
celicah HeLa (slika 11), zato smo za nadaljnje poizkuse izbrali to celično linijo.  
 
4.3 TESTNA CEPITEV UPAR S CISTEINSKIMI KATEPSINI K, L IN S 
Človeške celice HeLa smo transficirali z vektorjem za izražanje pcDNA4uPARmycHis (3.10.3), 
jih suspendirali brez tripsinizacije (3.10.4) in izvedli odcep ektodomen membranskih 
proteinov s katepsini K, L in S (3.10.5). Celice smo ločili od supernatanta, jih lizirali (3.10.6), 
nato pa izvedli imunološko detekcijo uPAR v supernatantu s prenosom western s primarnimi 
protitelesi proti uPAR (3.11.1). 
                   Std                           Kontrola                                                  Vzorec                             
                                                         /        catK       catL       catS           /          catK       catL          catS 
  
Slika 12: Imunološka detekcija uPAR v supernatantu po prenosu western s protitelesi proti uPAR. 
Kontrole so netransficirane celice HeLa, vzorec pa transficirane celice HeLa. Tako vzorec kot kontrolo 
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 Iz analize imunološke detekcije supernatanta s prenosom western vidimo, da vsi 
cisteinski katepsini cepijo uPAR, saj pri vseh vzorcih ob prisotnosti zunajceličnih katepsinov 
(cat K, cat L in cat S) opazimo signal pri občutno manjši velikosti od tistega, kjer zunajceličnih 
katepsinov ni bilo prisotnih (/). Signal za cepljen uPAR pri približno 55 kDa je v skladu s 
podatki iz literature za celotno ektodomeno uPAR, kar potrjuje našo prvo hipotezo [32]. Šibek 
signal pri transformiranih in neobdelanih celicah je posledica majhnega deleža celic, ki so med 
pripravo vzorca bile poškodovane. Analiza supernatanta je potrdila tudi, da je največ 
cepljenega proteina pri obdelavi s katepsinom S, saj opazimo najintenzivnejši signal za protein 
pri obdelavi s katepsinom S, kar potrjuje našo drugo hipotezo (slika 12). Na podlagi 
imunološke detekcije supernatanta s prenosom western smo se odločili za nadaljnje delo s 
katepsinom S. 
 
4.4 DOLOČITEV CEPITVENEGA MESTA NA UPAR S TANDEMSKO MASNO 
SPEKTROMETRIJO 
V človeških celicah HeLa smo ponovno prehodno izrazili uPAR in jih obdelali s katepsinom S, 
kot je opisano v poglavju 4.3. Po obdelavi smo celice ločili od supernatanta ter prisotnost 
proteina uPAR v celicah preverili z imunološko detekcijo s prenosom western s primarnimi 
protitelesi proti uPAR (3.11.1). 
 
 
 Imunološka detekcija s prenosom western kaže uspešno cepitev ektodomene uPAR, 
kar pomeni, da je vzorec primeren za določitev cepitvenega mesta s tandemsko masno 
spektrometrijo (slika 13). 
  
   uPAR + catS                     uPAR                            Std 
 
Slika 13: Imunološka detekcija cepitve ektodomene uPAR s katepsinom S (uPAR+catS). Kot negativno 
kontrolo, ki predstavlja necepljen uPAR, smo uporabili lizat celic HeLa, ki niso bile obdelane s 







4.4.1 DOLOČITEV N-KONČNEGA DELA CEPITVENEGA MESTA UPAR 
Iz lizata celic HeLa, ki smo jih transficirali s fuzijskim ekspresijskim vektorjem 
pcDNA4uPARmycHis, smo z afinitetno kromatografijo izolirali C-kočni fragment uPAR, ki je 
ostal pritrjen na celično membrano in vsebuje označevalec mycHis. Za afinitetno 
kromatografijo smo uporabili sefarozo z imobiliziranimi protitelesi proti c-myc, proteine 
vezane na nosilec pa smo eluirali s prekuhavanjem v prisotnosti nanašalnega pufra (3.11.2). 
Eluirane proteine smo analizirali na NaDS-PAGE in celoten proteinski nanos izrezali iz gela v 
šestih sekcijah, ter jih pripravili v rezine gela (3.11.3) (slika 14). 
               K                                 CS 
 
Slika 14: NaDS-PAGE proteinov izoliranih z afinitetno kromatografijo na sefarozi anti-c-myc ter prikaz 
razdelitve izrezanih pasov. (K) lizat neobdelanih celice HeLa, transficiranih z vektorjem za izražanje 
pcDNA4CuPARmycHis. (CS) lizat celic HeLa, transficiranih z vektorjem za izražanje 
pcDNA4CuPARmycHis in obdelanih s katepsinom S.  
 
 N-končne dele proteinov v gelu smo označili s tridevteroacetilacijo (3.11.4), potem pa 
smo vzorce razgradili s tripsinom in proteine identificirali z masno spektrometrijo (3.11.5, 
3.11.6 in 3.12). V sklopu tandemske masne spektrometrije smo peptide fragmentirali s HCD 
fragmentacijo ter z računalniškim algoritmom PEAKS določili statistične verjetnosti ujemanja 
fragmentacijskih vzorcev s teoretičnimi, ki so bili pridobljeni iz človeške baze proteinskih 
aminokislinskih zaporedij (human nrNCBI database). Statistična določitev »lažne stopnje 
odkritja« (FDR, ang. false discovery rate) je pokazala, da imajo peptidi s statistično vrednostjo 
ujemanja (- log10 P) ≥ 59 kar 99,9 % verjetnost, da so pravilno identificirani. Statistično mejo 
za ločevanje pravilno identificiranih peptidov smo tako postavili pri FDR=0,1 % oz. vrednosti 























 Statistična vrednost – log10 P 
napačno identificiran peptid pravilno identificiran peptid 
Slika 15: Grafični prikaz pravilno in napačno identificiranih peptidov pri FDR = 0,1 %, za rezultate 
tandemske masne spektrometrične analize afinitetno izoliranega peptida. 
 
 Na podlagi statistično filtriranih rezultatov smo določili pokritost aminokislinskega 
zaporedja fuzijskega proteina (slika 16). 
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Slika 16: Pokritost aminokislinskega zaporedja fuzijskega proteina iz analize afinitetno izoliranega 
peptida. Rumeno so označeni peptidi, ki so bili identificirani v obdelanem vzorcu in negativni kontroli, 
rdeče pa peptidi, ki so bili identificirani samo v negativni kontroli. Z rumenim ozadjem je označen tudi 
glicin, ki nosi GPI-sidro. 
 
 Iz pokritosti fuzijskega proteina je razvidno, da so vsi identificirani peptidi produkt 
proteolize s tripsinom, ki cepi aminokislinsko verigo z lizinom in argininom. Peptidov s 
tridevteroacetiliranim N-koncem nismo zaznali, kar pomeni, da cepitveno mesto katepsina S v 
tem eksperimentu ni bilo določeno. Možen vzrok za to je, da je cepitveno mesto zelo blizu G305, 
na katerega je pripeto GPI-sidro. Peptid z GPI-sidrom je s tandemsko masno spektrometrijo 
nemogoče identificirati, saj GPI-sidro med analizo fragmentira skupaj s peptidom in onemogoči 
identifikacijo fragamentacijskih produktov peptida, na katerega je bilo pripeto. Peptidi uPAR, 





ektodomeni, kar pomeni, da izhajajo iz molekul uPAR, katerih katepsin S ni odcepil s celične 
površine. To je pričakovano, ker je bilo tudi v študiji Sobotič in sod., opaženo, da katepsini z 
membrane ne odcepijo substratov kvantitativno[59]. Kot pričakovano, smo tudi v negativni 
kontroli identificirali ektodomenske peptide, zanimivo pa je, da smo identificirali tudi peptid 
S304-R326, ki je bil brez GPI-sidra na G305. To pomeni, da z afinitetno kromatografijo iz lizata 
nismo izolirali le molekul uPAR, ki so se nahajale na celični površini, temveč tudi molekule 
uPAR in endoplazemskega retikla, ki še niso bile modificirane z GPI-sidrom (slika 16). 
 
4.4.2 DOLOČITEV C-KONČNEGA DELA CEPITVENEGA MESTA UPAR 
Ker z izolacijo membranskega dela proteina nismo uspeli določiti N-končnega dela cepitvenega 
mesta uPAR, smo za identifikacijo uporabili tudi C-končni del uPAR, ki se nahaja na odcepljeni 
ektodomeni. V ta namen smo uporabili supernatant HeLa celic, transforimiranih z vektorjem 
za izražanje pcDNA4CuPARmycHis, ki so bile obdelane s katepsinom S. Supernatant smo 
analizirali z NaDS-PAGE in posamezne segmente gela pripravili za analizo s tandemsko masno 
spektrometrijo (3.11.3 in 3.11.5) (slika 17). 
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Slika 17: NaDS-PAGE supernatanta ter prikaz razdelitve izrezanih pasov. (K) lizat neobdelanih celic 
HeLa, transficiranih z vektorjem za izražanje pcDNA4CuPARmycHis. (CS) lizat celic HeLa, 
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 Kot v zgoraj opisanem eksperimentu smo tudi v tem določili višino statistične vrednosti 
ujemanja − log10 𝑃 tako, da smo dosegli 99,9 % verjetnost pravilne identifikacije peptidov 
(FDR=0.1 %) in ta vrednost je bila − log10 𝑃 ≥ 25 (slika 18). 
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Slika 18: Grafični prikaz pravilno in napačno identificiranih peptidov pri FDR = 0,1 % za rezultate 
tandemske masne spektrometrične analize supernatanta z odcepljenimi ektodomenami. 
 
 Na podlagi statistično filtriranih rezultatov smo proteine, ki so bili z unikatnimi peptidi 
identificirani v obdelanih celicah in tudi v kontroli, relativno kvantificirali. Takšnih je bilo 
skupno 544. Od teh jih je v statistično relevantnih povišanih koncentracijah bilo 98 v kontroli 
in 52 v obdelanih celicah (slika 19). 
 
 
Slika 19: Relativna kvantifikacija proteinov, identificiranih v vzorcu celic obdelanih s katepsinom S in 
neobdelani kontroli. Od skupno 544 identificiranih proteinov jih je po relativni kvantifikaciji peptidov 
bilo 98 v povišanih koncentracijah v kontroli in 52 v celicah, obdelanih s katepsinom S. 
 
 Kot je razvidno iz vulkanskega grafa, je uPAR identificiran kot eden izmed najbolj 












Razmerje (obdelane celice/neobdelane celice) 
Slika 20: Vulkanski graf relativne kvantifikacije rezultatov tandemske masne spektrometrične analize 
supernatanta. Z zeleno so označeni proteini, ki so v obdelanih celicah v primerjavi z neobdelanimi 
statistično signifikantno manj izraženi in z rdečo proteini, ki so statistično signifikantno bolj izraženi. 
 
 Na podlagi identificiranih peptidov smo ponovno določili pokritost aminokislinskega 
zaporedja fuzijskega proteina (slika 21). 
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Slika 21: Pokritost aminokislinskega zaporedja fuzijskega proteina iz analize supernatanta. Zeleno so 
označeni peptidi, identificirani samo v obdelanih celicah, rumeno peptidi, identificirani v vzorcu in 
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 Iz pokritosti aminokislinskega zaporedja fuzijskega proteina opazimo, da peptida 
S291-D299 in L291-Q301 nista tripsinska in sta prisotna le v vzorcu, obdelanem s katepsinom S, ne 
pa v negativni kontroli (slika 21). Glede na Schechter-Bergerjevo nomenklaturo imata 
C-končna dela obeh peptidov aminokislini valin in levcin na S2 položaju glede na mesto cepitve, 
kar se ujema s proteolitično specifičnostjo katepsina S, ki je bila določena na intaktnih 
proteinskih substratih [72–74]. Oba peptida sta bila identificirana na podlagi kvalitetnih 
MS/MS fragmentacijskih spektrov, določenih z visoko stopnjo zanesljivosti in zelo nizko 
napako določitve mase starševskega iona (slika 22 in slika 23). Kot je nakazoval že naš 
eksperiment z afinitetno izolacijo N-konca cepitvenega mesta (4.4.1), se obe identificirani 
cepitveni mesti nahajata v bližini GPI-sidra, kar onemogoča identifikacijo N-koncev obeh 
cepitvenih mest. Cepitveni mesti D299 in Q301 potrjuje tudi prisotnost tripsinskega peptida 
L291-R303 v negativni kontroli in potrjuje našo tretjo hipotezo (slika 21). Omenjeni peptid 
vsebuje aminokislinsko regijo z obema katepsinskima cepitvenima mestoma in je v negativni 
kontroli zaradi odsotnosti katepsina ostala ohranjena. Tudi MS/MS fragmentacijski spekter 
peptida L291–R303 je bil kvaliteten, peptid pa identificiran z visoko stopnjo zanesljivosti in zelo 
nizko napako določitve mase starševskega iona (slika 24). 
 Na ektodomeni smo detektirali tudi peptid E205–L206, ki bi tudi lahko predstavljal 
sekundarno cepitveno mesto katepsina S, ker tako kot peptida S291–D299 in L291–Q301 nima 
tripsinskega cepitvenega mesta na N-koncu, ima pa valin na mestu S2 po Schechter-Bergerjevi 
nomenklaturi. Peptid E205–L206 lahko torej predstavlja sekundarno cepitveno mesto za 
katepsin S, katerega pa zaradi slabše prisotnosti za razliko od preostalih dveh ni mogoče 
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4.5 ANALIZA STRUKTURE UPAR 
Identificirana cepitvena mesta smo korelirali tudi s 3D-strukturo uPAR [74]. Iz objavljene 
strukture je razvidno, da je dostop do cepitvenega mesta E205  sterično oviran, saj se 
aminokislinski ostanek L204 nahaja znotraj strukture. Cepitveni mesti D299 in Q301 pa sta 




Slika 25: Struktura uPAR-ja (PDB: 3U74) [21]. Prikazane so domene D1 (svetlo zeleno), D2 (turkizno) 
in D3 (temnozeleno). Z vijolično sta prikazana povezovalec ter G305, ki nosi GPI-sidro. Cepitveni mesti 
sta na meji oranžne in rdeče ter rdeče in zelene barve. Prikazane so tudi stranske verige 
aminokislinskih ostankov L204, E205, L298, D299, V300 in Q301. 
 
 Analiza strukture uPAR dobro sovpada z eksperimentalnimi podatki pridobljenimi s 
tandemsko masno spektroskometrijo, ki kažejo prevladujočo cepitev na mestih D299 in Q301, ter 







5 SKLEPI IN UGOTOVITVE 
V nalogi smo z imunološko detekcijo potrdili naša preliminarna opažanja in našo prvo 
hipotezo, da zunajcelični katepsini K, L in S v celoti odcepijo ektodomeno uPAR. Z imunološko 
detekcijo smo potrdili tudi našo drugo hipotezo, da katepsin S od testiranih katepsinov najbolj 
učinkovito cepi ektodomeno uPAR. S tandemsko masno spektrometrijo smo določili cepitveni 
mesti Q301 in D299, ki se nahajata v neposredni bližini GPI-sidra oz. C-končnega dela uPAR in 
tako potrdili našo trejo hipotezo. Analiza aminokislinske specifičnosti obeh cepitvenih mest po 
Schechter-Bergerjevi nomenklaturi je pokazala prisotnost levcina in valina na vezavnem mestu 
S2, kar je značilna lastnost cisteinskih katepsinov. Primerjalna študija proteolitične 
specifičnosti katepsinov K, L in S iz leta 2015 je pokazala, da katepsina L in S preferirata valin 
na substratnem mestu S2 kot pa katepsin K [73]. Primerjava proteolitične specifičnosti 
katepsinov L in S pa nadalje pokaže, da katepsin S preferenčno cepi substrate, ki imajo levcin 
na mestu S2 [74]. Identificirani cepitveni mesti se zelo dobro ujemata z opisano substratno 
specifičnostjo katepsina S in z opažanjem, da je katepsin S bolj intenzivno cepil ektodomeno 
uPAR kot pa katepsina K in L. Korelacija mesta cepitve z njegovo lego na terciarni strukturi 
ektodomene je pokazala, da je cepitveno mesto sterično izpostavljeno in dostopno za 
interakcijo s katepsinom. Glede na to, da je katepsin S zelo obstojen tudi v okolju z nevtralnim 
pH, ima njegova cepitev uPAR tudi veliko fiziološko relevanco, seveda pa bo za dokončno 
potrditev omenjeno cepitev potrebno zaznati tudi in vivo na človeški ali živalskih tumorskih 
vzorcih. V okviru prihodnjega dela nameravamo preveriti vpliv proteolitične cepitve 
ektodomene uPAR na celično signalizacijo, saj bi ta lahko s spremenjeno interakcijo z drugimi 
membranskimi proteini lahko vplivala na signalizacijo rakastih celic. V ta namen bomo v 
rekombinantni obliki izrazili »cepljeno« obliko uPAR in z njo obdelali različne tipe rakastih 
celic. Potem bomo z analizo fosfoproteoma preverili vpliv ektodomene na signalizacijo celic ter 
na kancerogene procese kot sta migracija in invazivnost. Naša identifikacija katepsinskega 
cepitvenega mesta na uPAR, ki je pomemben regulator razgradnje ECM in celične signalizacije, 
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